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摘要 ”病毒 是 地 球 上 数量 最 多 的 生命 体 ， 在 调控 寄主 群落 结构 、 促 进 元 素 生物 地 球 化 学 循环 
和 生物 进化 中 起 到 重要 的 作用 。 病 毒 被 喻 为 生物 “上 暗物质 ”。 近 年 来 ， 海 洋 环境 下 病毒 生 
态 学 研究 进展 迅速 ; 与 此 相反 ， 在 陆地 生态 系统 ， 特 别 是 土壤 环境 中 病毒 研究 进展 缓慢 。 
文章 从 生态 学 角度 对 目前 有 关 土 壤 病 毒 丰 度 、 形 态 多 样 性 、 基 因 多 样 性 、 研 究 方 法 和 生态 
功能 等 进行 简要 的 阐述 ， 目 的 在 于 呼吁 从 事 上 壤 微 生物 和 土壤 生态 学 研究 的 工作 者 重视 对 
土壤 病毒 的 研究 工作 ， 从 而 促进 土壤 病毒 生态 学 科 的 发 展 。 
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“Wate” FES ARE Ma, ERSTE. Hes ies, AT A RTR a 
它 是 引起 多 种 农作物 病害 和 人 畜 疾 病 的 重要 元 凶 ， 特 别 是 与 人 类 健康 和 生命 息息相关 的 多 
种 流行 性 、 难 治愈 的 传染 性 疾病 的 病原 多 是 由 病毒 引起 的 ， 如 流感 病毒 、SARS 病 毒 、 艾 滋 
病 病 毒 和 埃 博 拉 病 毒 等 。 故 此 人 们 “ 谈 毒 色 变 ”, 希望 人 类 生活 环境 中 最 好 远离 病毒 ， 其 
至 希望 病毒 从 地 球 上 消失 。 但 在 现实 生活 中 ， 这 种 想法 是 无 法 实现 的 ， 因 为 病毒 是 地 球 生 
物 圈 中 数量 最 多 的 生命 体 ， 保 守信 算 全 球 病毒 数量 >10”"。 凡 是 有 生物 的 地 方 都 会 存在 病 
毒 ， 病 毒 是 无 处 不 在 的 ， 同 时 病毒 也 是 地 球 生态 系统 不 可 或 缺 的 重要 成 员 。 


生命 之 树 与 生命 第 四 域 


1977 年 ，Woese 依据 核糖 体 核 苷 酸 序列 将 生物 划分 为 细菌 域 、 古 菌 域 和 真 核 生 物 域 ， 
从 而 构建 了 生命 之 树 。 地 球 上 所 有 具有 细胞 结构 的 生物 在 这 棵 校 繁 叶 成 的 大 树 上 都 可 找到 
自己 的 位 置 ， 但 这 颗 大 树 上 没有 病毒 的 位 次 。 病 毒 无 法 置 于 生命 之 树 上 的 原因 一 方面 是 
病毒 结构 简单 ， 主 要 由 外 膏 和 蛋白 和 包 右 在 外 完蛋 白 内 的 核酸 两 部 分 组 成 ， 没 有 核糖 体 结 
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构 ， 无 法 进行 比较 ; 另 一 方面 过 去 人 们 认为 病毒 不 能 
独立 进行 自我 繁殖 ， 不 属于 生物 ， 不 应 该 置 于 生命 之 
树 上 。 但 最 近 巨 大 的 咪 咪 病毒 (Mimivirus ) 和 潘多拉 
病毒 (Pandoravirus ) 的 发 现 ， 颠 覆 了 人 们 对 病毒 知识 
的 认识 ， 巨 型 病毒 的 发 现 有 可 能 将 病毒 划分 为 生命 的 
第 四 个 域 一 一 病毒 域 中 。Briissow 中 认为 在 地 球 上 至 少 
存在 两 套 大 的 DNA 序 列 空 间 ， 一 套 是 基于 壳 和 蛋白 编码 
的 病毒 (capsid-encoding viruses) ， 另 一 套 则 是 基于 核 
糖 体 编码 的 有 细胞 生物 (ribosome-encoding cells ) 。 
Rohwer fil Edwards" (cH 105 个 完整 测序 鸣 菌 体 氨基 酸 
序列 ， 构 建 并 提出 了 鸣 菌 体 蛋白 组 树 (Phage Proteomic 
Tree ) 的 分 类 方法 。 他 们 发 现 该 系统 发 育 树 与 国际 病毒 
分 类 委员 会 (ICTV ) 制定 的 分 类 系统 相 吻 合 ， 这 表明 病 
毒 的 分 类 进入 后 基因 组 时 代 (post-genomic era) 。 事 实 
上 ,细菌 、 古 菌 和 真 核 生物 中 的 每 一 个 生物 体 都 被 一 种 
或 多 种 病毒 所 侵 染 ， 而 正 是 由 于 病毒 作为 遗传 物质 “ 搬 
运 工 ”所 起 到 的 穿梭 作用 ， 才 推动 了 地 球 生物 的 进化 演 
替 ， 才 会 形成 如 此 丰富 多 彩 的 地 球 生态 系统 。 


prin 


2 土壤 生物 “暗物质 ”一 一 土壤 病毒 

土壤 是 微生物 的 主要 栖息 地 ， 包 括 细 菌 、 真 菌 、 
古 菌 、 原 生动 物 等 ， 而 这 些微 生物 均 受 到 各 种 各 样 病 
毒 的 侵 染 ， 所 以 土壤 也 是 病毒 最 主要 的 分 布 场所 。 近 年 
K, 海洋、 湖泊 等 水 生 环境 中 病毒 生态 学 研究 进展 非常 
iE; 与 此 相对 应 ， 由 于 受到 土壤 异 质 性 和 土壤 隔离 的 
限制 ， 学 术 界 对 土壤 中 病毒 的 研究 和 认识 非常 有 限 。 鉴 
于 我 们 对 自然 环境 中 病毒 知识 的 匮乏 ， 病 毒 常 被 比喻 为 
生物 界 中 的 “暗物质 ” 己 ， 那 么 土壤 病毒 无 疑 是 土壤 生 
物 中 的 “暗物质 ”。 我 们 对 土壤 病毒 的 了 解 尚 处 于 初始 
阶段 ， 土 壤 病毒 多 样 性 及 生态 功能 有 待 学 术 界 的 共同 努 
力 ， 以 期 揭 开 神秘 的 面纱 。 
2.1 土壤 病毒 存在 状态 及 数量 

土壤 中 原核 微生物 〈 细菌 和 古 菌 ) 的 数量 远大 于 真 
核 生 物 ， 侵 染 原 核 微 生物 的 病毒 被 称 为 噬菌体 ， 因 此 鸣 
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菌 体 是 土壤 中 主要 的 病毒 类 群 。 众 所 周知 ， 鸣 菌 体 生活 
史 存 在 两 种 状态 〈 烈 性 哆 菌 体 和 深 原 性 叹 菌 体 p, 
病毒 粒子 被 土壤 颗粒 吸附 和 病毒 粒子 微小 等 原因 ， 对 土 
二 病毒 数量 的 精确 测定 一 直 以 来 是 一 个 挑战 性 的 课题 外 。 

大 约 99% 的 土壤 微生物 是 不 可 培养 的 ， 目 前 对 土 
壤 微 生物 数量 测定 普遍 采用 的 方法 是 定量 PCR 技术 ， 
但 该 技术 无 法 用 于 测定 土壤 中 病毒 数量 。 其 原因 是 病毒 
的 基因 序列 变异 非常 大 ， 在 病毒 中 没有 发 现存 在 共有 的 
保守 序列 ， 因 此 无 法 设计 通用 引物 ， 进 而 不 能 通过 定 
E PCR 技术 检测 到 土壤 中 病毒 的 数量 。 但 对 某 些 特定 
病毒 ， 可 以 基于 该 病毒 基因 组 序列 的 测序 结果 ， 设 计 引 
物 ， 检 测 其 在 土壤 中 的 动态 变化 。 

土壤 病毒 ( 主要 是 噬菌体 ) 存在 状态 有 3 种 : 少 音 
分 病毒 以 游离 状态 存在 ， 大 部 分 病毒 (超过 90% ) 被 土 
二 颗粒 吸附 而 固定 ， 其 他 部 分 则 以 溶 原 状态 存在 于 寄主 
细胞 中 。 土 壤 矿 物 组 成 、 阳 离子 交换 量 、 有 机 质 含 量 、 
pH 值 、 离 子 浓度 等 ， 以 及 病毒 种 类 都 会 影响 到 病毒 在 土 
壤 中 的 吸附 量 %， 所 以 测定 土壤 病毒 数量 的 前 提 是 要 将 病 
毒 粒子 从 土壤 中 分 离 出 来 。 人 工 配制 的 多 种 提取 剂 dn 
营养 肉 汤 (NB ) 培养 液 、 牛 肉 浸 膏 、 甘 油 溶液 、 焦 磷酸 
钠 和 柠檬 酸 钾 溶 液 等 常 被 用 来 分 离 提 取 土 壤 中 的 病毒 。 
不 同 提取 剂 对 病毒 的 提取 效率 存在 差异 ， 有 研究 发 现 ， 
10% 的 牛肉 漫 襄 和 250 mmol/L 的 甘油 溶液 对 接种 到 土壤 
中 的 噬菌体 提取 效果 好 ， 但 1% 的 柠檬 酸 钾 溶液 从 自然 土 
壤 中 提取 出 的 病毒 颗粒 最 多 ， 平 均 为 1.5x10” VLP ( virus- 
like particle ) / 克 干 土 站 。 由 于 牛肉 漫 谊 和 甘油 溶液 的 粘 湿 
性 ， 对 后 期 病毒 的 浓缩 和 提纯 有 妨碍 ， 所 以 采用 无 机 盐 
类 溶液 作为 土壤 病毒 提取 剂 会 更 合适 。 

传统 的 土壤 病毒 计数 方法 是 采用 透射 电镜 观察 ， 
这 种 方法 成 本 高 ， 费 时 费力 。 而 将 病毒 颗粒 用 核酸 染料 
染色 ， 然 后 采用 荧光 显微镜 观察 计数 是 目前 快速 测定 环 
境 样品 中 病毒 数量 的 主流 做 法 。 采 用 该 方法 研究 发 现 ， 
海水 中 病毒 数量 在 100—107 VLP/mL?""!, jel BAP 
病毒 数量 可 达到 10* VLP/mL""; 相对 于 水 体 环境 ， 土 
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坏 中 病毒 丰 度 可 高 达 10° VLP/ 克 干 土 (3。 不 同 土地 利用 
方式 对 土壤 病毒 丰 度 影响 很 大 ， 和 森林 土壤 中 病毒 数量 在 
1.31x100—4.17x10* VLP/ x& T dí], BB b es FKE 
壤 中 的 病毒 数量 (0.87x 10'—1.1x10? VLP/ EFE ) 5 
Chen 等 人 吧 发 现 不 同 施肥 处 理 下 红 塘 耕作 层 病毒 数量 在 
1.34x10—13.1x10' VLP/ 克 干 土 之 间 ， 以 施用 氮 磷 钾 化 肥 
(NPK ) 配 施 有 机 肥 (M) 处 理 最 高 ， 单 施 氮 肥 CN ) 处 
理 最 低 。 需 要 指出 的 是 由 于 浸 提 剂 提 取 效 率 的 限制 ， 以 
及 部 分 土壤 细菌 存在 涂 原 性 唉 菌 体 "， 真 实 的 土壤 病毒 
数量 要 高 于 观测 到 的 数值 。 

病毒 与 细菌 的 比值 ( VBR ) 也 是 表征 环境 病毒 数量 
状况 的 一 个 指标 。 不 同 环境 中 的 VBR 相差 很 大 ， 海 洋 
和 湖泊 水 体 环境 中 VBR 在 3 一 25 之 间 & 9， 稻田 田 面 水 
VBR 在 0.11 一 72 之 间 "…"。 与 水 体 环境 相 比 较 ， 土 壤 环境 
中 VBR 变化 较 大 ， 如 农田 土壤 中 VBR KA 3000, RIK 
土壤 中 VBR 为 1001， 而 在 沙漠 表层 土壤 中 的 VBR 数量 
只 有 0.15 一 1.66" 1 。 此 外 ，Swanson 等 人 mM 发 现 小 麦 根 际 
病毒 数量 没有 体现 出 明显 的 根 际 效应 ， 从 而 导致 非 根 际 
土壤 的 VBR 明显 高 于 根 际 土壤 C 非 根 际 为 4.68， 根 际 为 
0.27) 。 土 壤 环境 中 VBR 数值 变化 幅度 大 ， 表 明 调 控 土 
壤 病 毒 数 量 的 因子 不 单单 取决 于 其 寄主 细胞 的 数量 ， 其 他 
土壤 非 生物 因子 也 可 能 起 到 非常 重要 的 作用 。 总 体 而 言 ， 
环境 中 的 病毒 数量 至 少 要 高 出 其 寄主 数量 的 10 售 中 。 
2.2 土壤 病毒 形态 

土壤 病毒 形态 是 多 样 的 。 由 于 病毒 粒子 微小 ， 对 病 
毒 形态 的 观察 只 能 借助 于 电子 显微镜 技术 。Williamson 等 
人 "发 现 美国 特 拉 华 州 土壤 中 病毒 主要 存在 形式 是 哈 菌 
体 ， 且 以 有 尾 哈 菌 体 为 主 ; A FE DL e np Jd I Bad 
( Podophage ) FI FEMS (Siphophage ) 所 占 的 比例 
高 于 肌 尾 唉 菌 体 ( Myophage ; 他 们 还 发 现 土壤 中 存 
在 线 型 (Filamentous ) 和 头 部 长 型 的 噬菌体 。 而 Swan- 
son 等 人 “对 英国 一 个 地 点 小 麦 根 际 和 非 根 际 土壤 样品 研 
究 发 现 ， 根 际 与 非 根 际 土壤 不 同形 态 病 毒 分 布 比例 没有 
明显 差异 ， 主 要 以 无 尾 的 、 小 的 球 型 病毒 为 主 ， 有 尾 鸣 
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菌 体 所 占 比例 只 有 5% 左右 ， 在 有 尾 哈 菌 体 中 又 以 短 尾 只 
菌 体 为 主 。 同 样 ，Chen 等 人 5 也 发 现 我 国 红壤 农田 中 存 
在 多 种 病毒 形态 ， 但 无 尾 唉 菌 体 所 占 的 比例 明显 高 于 有 
尾 哈 菌 体 。 需 要 指出 的 是 ， 由 于 病毒 粒子 与 土壤 颗粒 结 
合 紧 密 ， 在 土壤 病毒 提取 和 透射 电镜 观察 过 程 中 ， 一 些 
有 尾 鸣 菌 体 的 尾部 结构 可 能 会 丢失 或 被 截断 ， 从 而 妨碍 
我 们 对 土壤 中 真实 病毒 形态 的 描述 1。 

环境 中 病毒 头 部 大 小 也 是 用 来 描述 病毒 形态 的 指标 
之 一 。 海 水 、 湖 泊 及 称 田 田 面 水 中 病毒 头 部 大 小 在 30 一 
60nm 之 间 ， 头 部 小 于 30nm 和 大 于 100 nm 的 病毒 所 占 比 
例 很 小 ”1。 病 毒 粒子 大 小 与 其 侵 染 寄主 类 型 有 一 定 
的 关联 性 ， 一 般 侵 染 原核 微生物 的 哄 菌 体 头 部 尺寸 小 ， 
而 感染 真 核 生 物 的 病毒 头 部 尺寸 大 ， 如 感染 真 核 藻类 病 
毒 的 头 部 大 小 平均 为 150 nmP3。 最 近 ， 有 科学 家 从 智利 
海岸 河流 沉积 物 和 澳大利亚 淡水 池塘 泥浆 中 分 离 获 得 了 
两 株 感染 变形 虫 的 巨大 病毒 ， 即 潘多拉 病毒 ， 其 直径 可 
达 1000nm5。 这 突破 了 人 们 对 病毒 粒子 大 小 的 认 知 ， 引 
发 学 术 界 的 广泛 关注 。 
2.3 溶 源 性 噬菌体 

土壤 中 还 有 一 部 分 病毒 为 温和 性 噬菌体 ， 温 和 性 叭 
菌 体 是 以 溶 源 状 态 存在 于 寄主 细胞 中 。 处 于 溶 源 状态 的 
哈 菌 体 在 土壤 中 具有 独特 的 生存 优势 ， 特 别 是 在 寄主 分 布 
TRB) BF FEE ERO NG AF FE LES FRA BPO) 
WERF, WIRA SE Uf PRE AA LE a EB RE PIER 
WURA BOC AE TEES IRRA ER YS WE E LAS 
i EG PIRE E fe PEE, KA 30% 从 土壤 中 分 离 
BY n] IARA P ACE TARTE a PR, TTR AR 
的 方法 发 现 有 22% 一 68% 的 温带 土壤 和 4% 一 20% 南极 的 
寒 地 土壤 中 检测 到 有 溶 源 性 哈 菌 体 的 存在 1。 溶 源 性 只 
菌 体 也 是 极端 沙漠 条 件 下 哈 菌 体 生存 的 主要 方式 。 研 究 
发 现 ， 撤 哈 拉 沙漠 表层 沙子 温度 高 ， 游 离 的 病毒 颗粒 难 
以 存活 ， 从 表层 沙子 中 不 能 直接 提取 和 观察 到 病毒 粒子 
的 存在 ， 但 将 沙子 中 细菌 细胞 进行 丝 裂 霉 素 C 处 理 后 ， 
发 现 释 放出 大 量 的 有 尾 噬 菌 体 5"。 此 外 ， 对 已 测序 完成 
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的 土壤 细菌 全 基因 组 分 析 发 现 ， 多 个 细菌 基因 组 中 含有 
1 个 或 多 个 前 噬菌体 元 件 ( prophage element) P", pm 
菌 体 元 件 可 能 携带 有 利于 特定 条 件 下 寄主 生存 和 增殖 的 
基因 ， 从 而 使 土壤 病毒 通过 基因 溶 源 性 转换 (lysogenic 
conversion ) 方式 使 寄主 获得 新 的 性 状 和 功能 ， 从 而 具有 
更 强 的 环境 适应 能 力 和 生存 优势 "。 
2.4 土壤 病毒 遗传 基因 多 样 性 

自然 环境 中 不 同 病 毒 基因 组 大 小 存在 差异 ， 利 用 
脉冲 场 凝 胶 电 泳 ( PFGE ) 技术 可 以 粗略 地 对 环境 病 
毒 基 因 组 大 小 进行 区 分 ， 对 病毒 群落 结构 组 成 进行 解 
pr, BRI PFGE 技术 主要 是 针对 水 体 环境 中 的 
病毒 群落 进行 研究 ， 尚 未 见 针对 土壤 环境 的 研究 报道 。 
为 了 进一步 较为 精确 地 解析 环境 中 病毒 群落 结构 组 成 ， 
Winget fll Wommack" "提出 采用 RAPD-PCR 技术 研究 环 
境 病毒 群落 结构 的 方法 。Srinivasiah 等 人 "采用 该 技术 对 
南极 土壤 和 温带 土壤 病毒 群落 结构 进行 了 研究， 发 现 病 


中 在 海洋 、 湖 泊 、 稳 田 等 水 体 环境 ， 而 针对 土壤 环境 
研究 很 少 。Srinivasiah 等 人 5 对 美国 旱地 土壤 中 g23、 
g20 和 DNA pol 基因 进行 PCR 扩 增 ， 但 均 未 成 功 。 他 们 
认为 土壤 与 水 体 环 境 相差 巨大 ， 从 而 导致 土壤 中 病毒 
组 成 与 水 体 中 完全 不 同 ， 用 于 研究 水 体 病 毒 基 因 组 成 
ff] PCR 引物 可 能 不 适合 用 于 土壤 环境 。 近 年 来 ， 笔 者 所 
在 研究 团队 致力 于 开展 针对 东北 稻田 和 黑土 中 鸣 菌 体 基 
因 多 样 性 的 研究 工作 。 我 们 成 功 地 从 旱地 黑土 农田 中 捕 
获 到 了 TA AYE TAA g23 基因 ， 发 现 旱 地 黑土 农田 g23 基 
因 分 布 与 其 在 海洋 和 湖泊 水 体 环 境 中 完全 不 同 ， 而 是 与 
稻田 环境 相近 ， 但 也 有 多 个 新 的 黑土 类 群 存 在 5 e 
外 ， 我 们 还 利用 研究 海洋 中 鸣 菌 体 多 样 性 的 多 对 引物 ， 
对 东北 稻田 生态 系统 包括 水 体 和 土壤 中 多 个 分 子 标记 基 
因 组 成 进行 了 解析 ， 揭 示 出 稻田 生态 系统 中 病毒 也 含有 
与 寄主 功能 相似 的 辅助 代谢 基因 psb4 和 phoH， 发 现 称 田 
紧 菌 体 群落 结构 组 成 与 海洋 海水 和 湖泊 淡水 环境 完全 不 


I3 


毒 群落 结构 因 不 同 地 区 类 型 和 土地 利用 方式 存在 较 大 差 
异 。 采 用 RAPD-PCR 技术 解析 环境 病毒 遗传 基因 多 样 性 
的 前 提 条 件 是 要 确保 提取 到 的 环境 病毒 遗传 物质 中 不 含 
其 他 生物 遗传 物质 的 污染 。 

采用 特定 的 引物 PCR 扩 增 不 同 的 分 子 标记 基因 是 
解析 环境 微生物 基因 多 样 性 和 群落 结果 组 成 的 常用 方 
法 。 遗 憾 的 是 ， 到 目前 为 止 ， 在 病毒 中 没有 发 现 可 用 于 
所 有 病毒 基因 多 样 性 研究 的 保守 序列 中 。 但 最 近 宏 基因 
组 研究 发 现 ， 病 毒 某 些 家 族 的 结构 或 功能 蛋白 氨基 酸 片 
段 序列 高 度 保守 ， 利 用 这 些 保守 氨基 酸 片 段 序 列 设计 
出 的 简 并 性 引物 ， 可 用 于 PCR 扩 增 出 环境 中 相关 基因 
序列 ， 用 于 解析 病毒 遗传 基因 多 样 性 中。 这些 基因 主要 
有 T4 型 哈 菌 体 的 g23 SEO) RETAKE g20 0779. 
psbA Fil psbD SER", T7 型 噬菌体 的 DNA pol J& [5] ^9! 


4€. 2014 4Æ Adriaenssens 和 Cowan"! f£ Applied and 
Environmental Microbiology 撰文 详细 列举 了 多 个 可 用 于 
环境 病毒 生态 学 和 多 样 性 研究 的 分 子 标记 基因 。 需 要 指 
出 的 是 ， 到 目前 为 止 ， 针 对 上 述 鸣 菌 体 基因 研究 主要 集 
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同 ， 发 现 和 建立 了 多 个 称 田 独特 的 哈 菌 体 类 群 。 由 此 可 
见 ， 我 们 有 限 的 研究 结果 已 表明 在 陆地 生态 系统 中 ， 特 
是 土壤 中 ,生存 着 遗传 信息 独特 的 病毒 类 群 ， 土 壤 中 
的 病毒 是 一 个 尚 待 挖掘 的 宝贵 基因 库 。 


= 


另 


3 环境 病毒 宏基 因 组 学 研究 


随 着 测序 技术 的 发 展 ， 高 通 量 测序 技术 越 来 越 多 地 
应 用 到 环境 微生物 生态 学 研究 工作 中 。 鉴 于 目前 在 病毒 
中 没有 发 现 通用 引物 ， 所 以 不 依赖 于 特定 引物 扩 增 的 病 
毒 宏 基因 组 学 研究 是 近年 来 国际 上 一 个 研究 热点 。 事 
实 上 ， 与 其 他 环境 微生物 宏基 因 组 学 相 比 较 ， 病 毒 是 最 
适宜 研究 其 宏基 因 组 的 一 类 生命 体 。 这 一 方面 归 因 于 环 
境 病毒 体积 小 〈 除 巨大 病毒 外 ) ， 易 于 将 其 从 环境 中 分 
离 出 来 ， 且 病毒 外 部 包 玩 着 牢固 的 蛋白 质 外 膏 ， 保护 内 
部 遗传 物质 不 被 外 部 核酸 酶 降解 ， 从 而 便于 分 离 提纯 病 
毒 遗 传 物 质 ; 另 一 方面 也 与 病毒 基因 组 小 〈 特 别 是 噬 菌 
体 ) ， 在 基因 序列 拼接 组 装 和 基因 信息 分 析 上 具有 明显 
的 优势 有 关 ，”"。 环 境 病 毒 不 仅 包 含 侵 染 原 核 生物 的 哈 菌 


201706.00807v1 


chinaXiv 


掀 开 土壤 生物 “上 暗物质 ”一 一 土壤 病毒 的 神秘 面纱 [aa 


体 ， 还 含有 侵 染 真 核 生 物 ， 如 植物 、 动 物 、 原 生生 物 和 
真菌 等 的 病毒 ， 所 以 对 环境 病毒 宏基 因 组 学 的 解析 就 不 

只 是 哈 菌 体 ， 还 含有 其 他 病毒 。 但 由 于 环境 中 原核 
生物 相对 其 他 生物 而 言 数量 巨大 ， 所 以 在 环境 病毒 中 ， 
以 侵 染 细菌 和 十 菌 的 噬菌体 占 绝 大 部 分 。 

环境 病毒 安 基 因 组 学 研究 的 关键 是 如 何 确保 获得 的 
病毒 遗传 物质 不 含 寄主 遗传 物质 的 污染 。 为 此 ， 许 多 学 
者 进行 了 多 种 研究 方法 上 的 探讨 ， 包 括 微 孔 滤 膜 过 滤 法 、 
DNase 和 RNase 消 解 病毒 浓缩 液 中 寄主 游离 遗传 物质 法 、 
PEG 病 毒 浓缩 、FeCl; 或 CsCl 超 离心 收集 病毒 等 3。 
Thurber 等 中 在 Nature Protocols 杂志 上 撰文 ， 归 纳 介绍 了 
如 何 从 水 体 样 品 中 收集 、 浓 缩 病毒 遗传 物质 以 用 于 病毒 
宏基 因 组 学 研究 的 方法 。 该 文 以 及 后 续 陆 续 报 道 的 新 的 
研究 方法 为 环境 病毒 宏基 因 组 学 研究 提供 了 有 价值 的 参 
考 。 病 毒 宏基 因 组 学 研究 男 一 个 需要 考虑 的 问题 是 提取 
到 的 病毒 遗传 物质 量 很 少 ， 不 能 直接 用 于 高 通 量 测序 。 
因此 ， 必 须 经 过 体外 扩 增 以 增加 病毒 遗传 物质 的 含量 ， 
通常 采用 的 方法 : 一 是 采用 Phi29 DNA 聚合 酶 进行 扩 
增 ， 即 多 重 置换 扩 增 (MDA ) BCRP ;二 是 采用 连接 
扩 增 (LASL ) ÆR. Kim fil Bae 发 现 这 两 种 扩 增 技术 
在 解析 病毒 宏基 因 组 组 成 存在 差异 ， 采 用 MDA 得 到 的 
病毒 数据 多 是 来 自 单 链 DNA 病毒， 只 有 极 小 部 分 属于 双 
链 DNA 病毒 ， 而 采用 LASL 得 到 的 病毒 数据 全 部 来 自 于 
双 链 DNA 病毒 。 

对 环境 病毒 宏基 因 组 数据 的 解析 和 分 析 是 目前 制约 
该 领域 研究 的 另 一 个 瓶颈 问题 。 由 于 环境 病毒 数据 库 的 
荐 乏 ， 研 究 者 获得 的 绝 大 多 数 数据 来 源 不 清 ， 为 未 知 序 
列 。 即 使 在 剩 下 的 已 知 序列 中 ， 也 只 有 很 小 一 部 分 被 归 
为 病毒 范畴 ， 大 部 分 属于 细菌 ， 还 有 一 部 分 属于 真 核 生 
物 和 古 菌 范围 。 得 到 这 样 结果 并 不 奇怪 ， 因 为 病毒 
在 进化 过 程 中 不 断 地 从 寄主 处 获得 新 基因 ， 以 利于 其 生 
ff; 同时 病毒 也 将 自身 携带 的 遗传 基因 ， 通 过 水 平移 动 
的 方式 传递 给 寄主 ， 从 而 促进 寄主 的 进化 或 获得 新 的 功 
能 。 虽然 只 有 部 分 宏基 因 组 序列 可 归 为 已 知 病毒 序列 ， 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


但 目前 对 这 些 序列 的 分 析 还 仅 限于 不 同 病 毒 家 族 所 占 的 
相对 比例 ， 深 度 分 析 还 很 缺乏 。 国 际 上 对 环境 病毒 基因 
组 学 研究 多 是 针对 水 体 环境 “9， 针 对 土壤 环境 中 病毒 宏 
基因 组 研究 还 很 少 报道 。 


4 土壤 病毒 的 生态 功能 


尽管 土壤 中 病毒 丰 度 很 高 ， 但 科学 界 对 土壤 病毒 的 
E 态 功能 知之 甚 少 ， 对 土壤 病毒 生态 功能 的 推测 主要 是 
基于 海洋 生态 系统 的 相关 研究 发 现 。 从 大 的 方面 来 讲 ， 
` 境 病毒 的 生态 功能 主要 有 3 方面 (1 ) 调控 寄主 群 
落 结构 。 众 所 周知 ， 自 然 生 态 系统 中 有 两 种 主要 现象 调 
控 微 生物 群落 结构 ， 即 从 底 向 上 (Bottom-up) 和 从 上 
Mi F (Top-down ) fy PASE AS aL RETO, aE Bal ACH PS 
细菌 群落 结构 是 一 种 经 典 的 Top-down 调控 ， 虽 然 学 术 
意识 到 该 调控 作用 的 重要 性 ， 但 对 这 一 调控 过 程 的 
研究 还 处 于 黑箱 状态 ， 已 有 的 报道 主要 是 针对 特定 吹 
菌 体 及 其 寄主 的 动态 变化 ， 尚 缺乏 群落 水 平 的 研究 
结果 。 唯 一 见 到 的 一 篇 相关 文章 是 Allen 等 人 "以 茶 提 
取 物 作为 咽 菌 体 抑 制剂 添加 到 阿拉 斯 加 土壤 中 ， 发 现 
添加 茶 提取 物 显 著 地 降低 了 土壤 中 哈 菌 体 数 量 ,， 但 增 
加 了 微生物 生物 量 和 土壤 呼吸 速率 ， 但 该 文 对 细菌 群 
落 结构 是 否 产 生 影 响 没 有 报道 。 ( 2 ) 直接 或 间接 参与 
元 素 地 球 化 学 循环 。 病 毒 的 这 种 作用 体现 在 它 的 感染 
率 、 致 死 率 、 病 毒 的 周转 时 间 和 巨大 的 病毒 数量 上 。 
病毒 感染 在 引起 寄主 细胞 死亡 裂解 的 同时 ， 也 促 发 寄 
主 细胞 营养 元 素 释 放 到 环境 中 去 ， 进 而 促进 了 元 素 的 
生物 化 学 循环 ， 这 种 由 病毒 介 导 的 食物 链 传递 方式 叫 
做 Viral loop。 有 报道 指出 ， 在 海洋 中 由 病毒 推动 的 碳 
循环 量 占 该 生态 系统 碳 循环 总 量 的 6% 一 26%™。 与 此 
相对 应 ， 土 壤 病 毒 ， 特 别 是 土壤 哈 菌 体 在 多 大 程度 上 
促进 了 元 素 循环 还 未 见报 道 。 (3) 作为 基因 水 平移 动 
的 媒介 。 这 个 功能 不 难 理解 ， 正 是 病毒 与 寄主 的 共 进 
化 推动 了 地 球 生 物 群 落 不 断 演 蔡 ， 形 成 了 如 此 多 样 性 
的 地 球 生态 系统 ”1。 
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5 展望 


自从 1915 年 英国 细菌 学 家 Frederick Twort 和 1917 年 
法 裔 加 拿 大 微生物 学 家 Felix d'Herelle RAMA 48 47 , 
有 关 病 毒 的 研究 工作 经 历 了 整整 百年 的 历程 。 最 初 的 研 
究 工 作 主要 是 针对 特定 病毒 或 哈 菌 体 ， 人 研究 的 目的 多 是 


从 实用 角度 出 发 ， 如 防 控 植物 和 动物 类 病毒 性 疾病 ， 采 
用 哈 菌 体 疗法 防治 细菌 性 疾病 或 病害 ,等 等 。 进 入 21 itt 


纪 ， 伴 随 着 研究 技术 的 进步 ， 海 洋 科学 家 发 现 ， 病 毒 特 
别 是 噬菌体 是 海洋 生态 系统 中 最 丰富 的 生命 体 ， 病 毒 在 
海洋 生态 系统 物质 循环 、 能 量 流动 ， 以 及 维持 海洋 生物 
多 样 性 和 生物 进化 等 方面 起 到 重要 的 作用 。 与 火热 的 海 
洋 病毒 生态 学 研究 相反 ， 有 关 陆 地 生态 系统 ， 特 别 是 土 
壤 环 境 中 病毒 生态 学 的 研究 却 远 远 滞后 。 鉴 于 土壤 种 类 
的 多 样 性 和 土壤 环境 的 高 度 异 质 性 ， 土 壤 中 病毒 组 成 
可 能 比 海洋 流动 的 水 体 环境 更 复杂 、 更 多 样 。 近 20 年 
来 ,我 国土 壤 微 生物 生态 学 研究 进展 迅速 ， 取 得 了 许多 
具有 显示 度 的 研究 成 果 ， 这 些微 生物 包括 细菌 、 真 菌 和 
十 菌 ， 以 及 一 些 功能 性 的 微生物 ， 但 很 少 涉及 到 土壤 中 
病毒 生态 学 研究 。 伴 随 着 研究 手段 的 进步 和 人 们 对 环境 
病毒 生态 功能 认识 的 逐步 深化 ， 土 壤 病毒 生态 学 研究 将 
是 下 一 阶段 土壤 微生物 生态 学 研究 的 热点 领域 之 一 ， 我 
国 应 该 迎头 赶 上 ， 抢 占 先 机 。 通 过 学 术 界 的 共同 努力 ， 
揭示 出 土壤 病毒 多 样 性 、 群 落 结构 组 成 ， 以 及 与 寄主 群 
体 协 同 进化 关系 ， 明 确 病 毒 在 土壤 生态 系统 中 的 地 位 和 
作用 ， 从 而 掀 开 土壤 生物 “暗物质 ”一 一 土壤 病毒 的 务 
纱 ， 促 进 土壤 病毒 生态 学 的 发 展 。 
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Lift Mysterious Veil of Soil Virus: ‘Dark Matter’ of Soil Biota 


Wang Guanghua 
( Northeast Institute of Geography and Agroecology, Chinese Academy of Sciences, Harbin 150081, China ) 

Abstract Viruses are the most abundant biological entities on the Earth, they play important roles in altering their host community structures, 
driving global biogeochemical cycles, and promoting the biological evolution. Viruses are commonly regarded as ‘dark matter’ of biota. 
Recently, the researches on viral ecology are progressing rapidly in marine environments, while the corresponding studies in terrestrial 
ecosystem especially in soil environments were largely lagged. In this paper, the recent research progress on soil virus, such as viral abundance, 
morphological and genetic diversity, research methodology, and ecological functions were briefly reviewed from the viewpoint of ecology. The 
purpose of this paper aims at calling for scientists who engaged in soil microorganism and soil ecology research to pay attention on the study of 
soil virus, and finally promote the development of soil viral ecology. 


Keywords soil virus, bacteriophage, diversity, metagenome, viral ecology 
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